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Metodologia Científica:
Determinação da Atividade
Antioxidante Total em Frutas
pela Captura do Radical Livre
DPPH
Introdução
Antioxidante é um composto que protege o sistema
biológico contra o efeito nocivo de processos ou
reações que podem causar oxidação excessiva
(KRINSKY, 1994). Evidências epidemiológicas crescen-
tes do papel de alimentos antioxidantes na prevenção
de certas doenças têm conduzido ao desenvolvimento
de grande número de métodos para determinar a
capacidade antioxidante (PÉREZ-JIMÉNEZ e SAURA-
CALIXTO, 2006). Estes métodos podem ser baseados
na captura do radical peroxila (ORAC, TRAP), poder de
redução do metal (FRAP; CUPRAC), captura do radical
hidroxila (método de desoxirribose), captura do radical
orgânico (ABTS, DPPH), quantificação de produtos
formados durante a peroxidação de lipídios (TBARS,
oxidação do LDL, co-oxidação do -caroteno)
(FRANKEL e MEYER, 2000; SÁNCHEZ-MORENO,
2002; ARUOMA, 2003), etc. Dentre estes métodos,
ABTS, FRAP, DPPH e ORAC são alguns dos mais
usados atualmente (PÉREZ-JIMÉNEZ e SAURA-
CALIXTO, 2006).
O método DPPH (BRAND-WILLIAMS et al., 1995) é
baseado na captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-
picril-hidrazil) por antioxidantes, produzindo um decrés-
cimo da absorbância a 515 nm. Esse método foi
modificado por SÁNCHEZ-MORENO et al. (1998) para
medir os parâmetros cinéticos.
O DPPH é um radical livre que pode ser obtido diretamen-
te por dissolução do reagente em meio orgânico (Fig. 1).
Neste comunicado são relatadas todas as informações
necessárias para a determinação da atividade
antioxidante total em frutas pela captura do radical
DPPH, baseadas em adaptações / modificações feitas
nos laboratórios da Embrapa Agroindústria Tropical.
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Fig. 1. Estabilização do radical livre DPPH.
Materiais Necessários
Reagentes
Acetona P.A.
Ácool metílico P.A.
Água destilada
DPPH (2,2-Diphenyl-1-picryl-hidrazil) (PM = 394,3) -
Sigma, código 095K1452, ou equivalente
Equipamentos e vidrarias
Agitador de tubos de ensaio
Balança analítica
Balão volumétrico 100 mL e 1.000 mL
Cronômetro digital
Cubetas de vidro (4 x 1 cm)
Espectrofotômetro
Pipeta automática (10  1000 µL)
Proveta de 50 mL
Tubos de ensaio com tampa rosqueada (8 mL)
Preparo de Soluções
Solução de álcool metílico a 50%
Em balão volumétrico de 1 L, adicionar 500 mL de
álcool metílico. Completar o volume para 1.000 mL
com água destilada, homogeneizar e transferir para um
frasco de vidro, devidamente etiquetado. Armazenar
em temperatura ambiente por tempo indeterminado.
Solução de acetona a 70%
Em balão volumétrico de 1 L, adicionar 700 mL de
acetona. Completar o volume para 1.000 mL com
água destilada, homogeneizar e transferir para um
frasco de vidro, devidamente etiquetado. Armazenar
em temperatura ambiente por tempo indeterminado.
Solução controle de álcool metílico,
acetona e água
Em balão volumétrico de 100 mL, adicionar 40 mL da
solução de álcool metílico 50% (item solução de
álcool metílico a 50% ) e 40 mL da solução de acetona
70% (item anterior). Completar o volume para 100 mL
com água destilada, homogeneizar e transferir para um
frasco de vidro, devidamente etiquetado. Armazenar
em temperatura ambiente por tempo indeterminado.
Solução de DPPH 0,06 mM
Dissolver 2,4 mg de DPPH em álcool metílico e com-
pletar o volume para 100 mL em um balão volumétrico
com álcool metílico, homogeneizar e transferir para um
frasco de vidro âmbar, devidamente etiquetado.
Preparar e usar apenas no dia da análise.
Curva do DPPH
Preparo das soluções
A partir da solução inicial de DPPH (60 M), preparar
em balões volumétricos de 10 mL, soluções variando a
concentração de 10 M a 50 M conforme a Tabela 1.
Solução de Álcool Concentração
DPPH (mL) metílico (mL) final de DPPH ( M)
0 1 0 0
1,7 8,3 1 0
3,3 6,7 2 0
5,0 5,0 3 0
6,7 3,3 4 0
8,3 1,7 5 0
1 0 0 6 0
Tabela 1. Preparo das soluções para curva do DPPH.
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Determinação da curva do DPPH
Em ambiente escuro, transferir uma alíquota de,
aproximadamente, 4 mL de cada solução de DPPH
(10 µM, 20 µM, 30 µM, 40 µM, 50 µM e 60 µM) para
cubetas de vidro e realizar a leitura em espectrofo-
tômetro a 515 nm. Utilizar álcool metílico, como
branco, para calibrar o espectrofotômetro.
Plotar as concentrações de DPPH ( M) no eixo X e as
respectivas absorbâncias no eixo Y (Fig. 2) e calcular a
equação da reta.
y = 0,0134x - 0,0155
R2 = 0,9987
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Fig. 2. Exemplo de curva do DPPH x absorbância.
Protocolo do Método DPPH
Obtenção dos extratos da fruta
Este procedimento foi adaptado de Larrauri et al.
(1997). Como a concentração de compostos
antioxidantes varia de fruta para fruta, fazem-se
necessários testes prévios. Nas análises realizadas no
Laboratório de Fisiologia e Tecnologia Pós-Colheita, da
Embrapa Agroindústria Tropical, com diferentes frutas,
têm-se utilizado de 1 g a 25 g de amostra, de acordo
com a fruta. Pesar a amostra em um béquer de 100 mL,
adicionar 40 mL de metanol 50% homogeneizar e
deixar em repouso por 60 minutos à temperatura
ambiente. Centrifugar a 25.406,55 g (15.000 rpm)
durante 15 minutos, transferir o sobrenadante para um
balão volumétrico de 100 mL. A partir do resíduo da
primeira extração, adicionar 40 mL de acetona 70%,
homogeneizar e deixar em repouso por 60 minutos à
temperatura ambiente. Centrifugar novamente a
25.406,55 g (15.000 rpm) durante 15 minutos,
transferir o sobrenadante para o balão volumétrico
contendo o primeiro sobrenadante e completar o
volume para 100 mL com água destilada.
Determinação da atividade antioxidante
total (AAT)
A partir do extrato obtido no item anterior, preparar
em tubos de ensaio no mínimo três diluições diferentes
em triplicata. Em ambiente escuro, transferir uma
alíquota de 0,1 mL de cada diluição do extrato para
tubos de ensaio com 3,9 mL do radical DPPH (item
solução de DPPH 0,06 mM ) e homogeneizar em
agitador de tubos. Utilizar 0,1 mL da solução controle
(item solução controle de álcool metílico, acetona e
água ) com 3,9 mL do radical DPPH e homogeneizar.
Utilizar álcool metílico, como branco, para calibrar o
espectrofotômetro. As leituras (515 nm) devem ser
monitoradas a cada minuto, onde é observada a
redução da absorbância até sua estabilização. A
leitura da absorbância final para o cálculo do EC50 só
deve ser feita após a estabilização da absorbância
(tempo EC50). Para experimentos posteriores, com
uma mesma fruta, a leitura pode ser feita apenas no
tempo estabelecido anteriormente (tempo EC50),
acompanhado, também, da leitura inicial  do controle.
Após a leitura, substituir (Eq. 1) o valor correspondente a
metade da absorbância inicial do controle pelo y da equa-
ção da curva do DPPH (Fig. 2) para encontrar o consumo
em µM DPPH e, em seguida, transformar para g DPPH.
Equivalência de controle e DPPH
y = ax  b (Eq. 1)
(Equação da curva do DPPH representada na Fig. 2),
onde:
y = Absorbância inicial do controle / 2 (item determi-
nação da atividade antioxidante total )
x = resultado em µM DPPH
Obs.: converter para g DPPH, através da transformação:
g DPPH = (µM DPPH / 1.000.000) *  394,3 (peso
molecular do DPPH).
A partir das absorbâncias obtidas das diferentes
diluições dos extratos, plotar a absorbância no eixo Y e
diluição (mg/L) no eixo X e determinar a equação da
reta (Eq. 2). Para calcular a AAT deve-se substituir a
absorbância equivalente a 50 % da concentração do
DPPH (item determinação da atividade antioxidante
total ) pelo y (Eq. 2) e encontrar o resultado que
corresponde à amostra necessária para reduzir em
50% a concentração inicial do radical DPPH (EC50).
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A partir do resultado (mg/L) encontrado na equação 2,
dividir por 1.000 para ter o valor em g e, em seguida,
dividir pelo valor encontrado em g DPPH (Eq. 1) para
obter o resultado final (Eq. 3) que é expresso em g
fruta (porção comestível) / g DPPH.
EC50 expresso em g fruta / g DPPH
g fruta / g DPPH = (EC50 (mg/L) / 1.000 *  1) / g DPPH
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Cálculo do EC50
y =  ax + b
onde:
y = Absorbância inicial do controle / 2 (item determi-
nação da atividade antioxidante total )
x = EC50 (mg/L).
(Eq. 2)
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